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В работе изучали взаимодействие сывороточного альбумина человека (САЧ) с двухва-
лентными ионами металлов Ca2+ и Mn2+ при различных молярных соотношениях [Me2+] :
: [САЧ]. Анализ взаимодействия проводили методами ИК-фурье-спектроскопии и тепловой
денатурации белка в растворе. На основании анализа ИК-спектров показали, что взаимо-
действие САЧ с ионами Mn2+ и Ca2+ в растворах приводит к увеличению доли β-слоёв
и уменьшению доли α-спиральных участков во вторичной структуре белка, однако, механиз-
мы наблюдаемых изменений для ионов Ca2+ и Mn2+ различны, что также подтверждается
в экспериментах тепловой денатурации белка в растворе. Библиогр. 15 назв. Ил. 4. Табл. 2.
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The interaction of human serum albumin (HSA) with divalent metal ions Ca2+ and Mn2+ was
studied at various molar ratios [Me2+] : [HSA]. The interaction was studied by means of FTIR
spectroscopy and protein heat denaturation in solution. Based on the analysis of the FTIR
spectra we have shown that the interaction of HSA with Ca2+ and Mn2+ ions in solution leads
to increase in the amount of β-sheet structures accompanied by decreasing α-helical content in
the protein’s secondary structure. However, experiments of protein heat denaturation in solution
has demonstrated that the mechanism of these changes is diﬀerent for Ca2+ and Mn2+. Refs 15.
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Введение. Благодаря способности сывороточных альбуминов (СА) связываться
с различными органическими и неорганическими соединениями, эти белки играют важ-
нейшую роль в транспорте лекарственных препаратов, малых органических молекул,
ионов металлов [1, 2]. Несмотря на то, что транспорт ионов металлов сывороточны-
ми альбуминами изучается достаточно давно [3, 4], данные о местах связывания ионов
и о структуре образующихся комплексов крайне фрагментарны [5–7]. Исследование
подобных систем сильно осложняется относительно большими размерами молекул СА
и высокими физиологическими концентрациями [5], что делает мало информативными
стандартные методы структурного анализа [8]. В своей работе мы использовали под-
ход, основанный на анализе спектров ИК-поглощения, который позволяет не только
преодолеть ограничения традиционных спектроскопических методик [8], но и даёт воз-
можность получить информацию о содержании в белке большего числа разновидностей
элементов вторичной структуры [9]. В ходе работы нами предпринята попытка анализа
изменений вторичной структуры сывороточного альбумина человека (САЧ) в ответ на
связывание ионов Ca2+ и Mn2+.
Материалы и методы. В работе использовали сывороточный альбумин человека
(10% раствор для инфузий, НПО «Микроген», Россия). Соли CaCl2 и MnCl2 («Реахим»,
Россия). Водные растворы комплексов белков с ионами металлов готовили в диапазоне
молярных соотношений [Me2+] : [САЧ] от 0 : 1 до 10 : 1. Все водные растворы готовили
с использованием ультрачистой воды (Direct-Q System, Millipore, США).
ИК-спектроскопия. Процедура изотопного замещения растворителя проводилась
по описанной ранее методике [10, 11], с использованием концентратора биомолекул
Concentrator plus (Eppendorf, Германия). В работе использовали тяжелую воду фир-
мы Sigma (99,9% D2O, США). Конечная концентрация белков в пробах составляла
30 мг/мл. Для регистрации спектров поглощения в среднем ИК-диапазоне использо-
вали фурье-спектрометр Tensor 27 (Bruker, Германия) в сочетании с разборной кю-
ветой с окнами из СaF2 и с длиной оптического пути 50 мкм. В ходе измерений оп-
тические пути прибора продували сухим газообразным азотом. Регистрацию спектров
производили с применением низкошумящего MCT-детектора (HgCdTe), охлаждаемо-
го жидким азотом. Спектральный диапазон, регистрируемый в эксперименте, состав-
лял 4000–800 см−1. Спектры каждого образца регистрировали с разрешением 2 см−1
и усредняли по 512 накоплениям.
Обработку результатов проводили с использованием программного обеспечения
OPUS, поставляемого вместе с прибором.
Тепловая денатурация белковых комплексов. Концентрация белка в конеч-
ных пробах составляла 40 мг/л. Исследованию подлежали растворы белка САЧ и его
комплексы с ионами металлов Mn2+ и Ca2+ в молярном соотношении [Me2+] : [САЧ] =
= 10 : 1. Также была проведена контрольная серия экспериментов, в которой ионную
силу водных растворов белка, аналогичную таковой для растворов белков в присут-
ствии CaCl2 и MnCl2, создавали добавлением соли NaCl, дающей в растворе ионы, не
способные к специфическому связыванию.
В работе использовали спектрометр Specord Plus (Analitik Jena, Германия). Зависи-
мость оптической плотности раствора белка от температуры D(T ) регистрировали на
длине волны 222 нм с шагом в 0,5℃ и со скоростью нагрева 1℃/мин. Кривые плавления
D222(T ) сглаживали по методу Савицкого—Голея. Нормированную кривую плавления
h(T ) получали, используя следующее соотношение [12]:
h(T ) = (D222(T )−Dmin222 (T ))/(Dmax222 (T )−Dmin222 (T )),
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где Dmax222 (T ) и Dmin222 (T ) — минимальные и максимальные значения оптической плотно-
сти при 222 нм, соответствующие нативному и денатурированному состояниям белков
в процессе плавления.
Гиперхромный эффект G определяли по формуле
G =
Dmax222 (T )−Dmin222 (T )
Dmin222 (T )
· 100%.
Температуру плавления определяли как точку максимума дифференциальной кри-
вой плавления dh(T )/dT .
Результаты и обсуждение. Нами был проведён анализ вторичной структуры
САЧ в комплексах с ионами Mn2+ и Ca2+. ИК-спектроскопия — один из немногих
спектральных методов, позволяющих делать не только качественную, но и количествен-
ную оценку содержания вторичной структуры в белках. Возможность регистрации ИК-
спектров водных растворов альбуминов в концентрациях близких к физиологическим
выгодно отличает этот подход от иных методов анализа вторичной структуры белков.
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Рис. 1. ИК-спектр поглощения
сывороточного альбумина человека
в растворе D2O
спектра белка к его вторичной структуре являет-
ся область от 1700 до 1600 см−1, где наблюдают-
ся валентные колебания группы С=О в пептидной
связи. Эти колебания проявляются в спектре в ви-
де характерной спектральной полосы, называемой
Амид I. Однако в этом же спектральном диапазоне
проявляются деформационные колебания молекул
воды, дающие сильную полосу поглощения, кото-
рая перекрывается с полосой Амид I. Один из наи-
более простых путей разделения указанных спек-
тральных вкладов состоит в проведении изотоп-
ного замещения растворителя [9, 13, 14]. В рабо-
те были получены спектры ИК-поглощения САЧ
и его комплексов с ионами металлов в растворе
D2O. Вид зависимости поглощения A от волнового
числа ν САЧ в D2O представлен на рис. 1.
На спектре белка хорошо видны полосы Амид I и Амид II′. Полоса Амид II′ нахо-
дится в области от 1500 до 1400 см−1, где наблюдаются деформационные колебания
группы N−D в пептидной связи. В данной работе анализировалась полоса Амид I, как
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Рис. 2. Разложение полосы Амид I
наиболее чувствительная к формированию эле-
ментов вторичной структуры область ИК-спектра
[9, 13, 14].
Для определения вторичной структуры белка
в пробе необходимо привести разложение поло-
сы Амид I на составляющие ее спектральные ли-
нии (рис. 2). Положение максимумов в разложе-
нии определяется по положению минимумов вто-
рой производной кривой A(ν) в области полосы
Амид I [9]. Разложение проводили по описанной
ранее методике [10, 11, 15]. Отнесение спектраль-
ных полос приведено в табл. 1.
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Рис. 3. Процентное содержание основных типов вторичных структур в САЧ
в зависимости от концентрации Ca2+ (а) и Mn2+ (б ) в растворе:




















На рис. 3 приведены графики зависимости доли
основных типов вторичных структур в общей вто-
ричной структуре белка от соотношения [Me2+] :
: [САЧ] для Са2+ и Mn2+.
Представленные на рис. 3, зависимости для обо-
их металлов в целом носят схожий харак-
тер. Присутствие ионов Ca2+ приводит к относи-
тельно небольшим изменениям в структуре САЧ
(рис. 3, а). В частности с увеличением концентра-
ции ионов Ca2+ прослеживается тенденция к уве-
личению доли β-структур (c 37 до 43%) за счёт
уменьшения в структуре белка количества α-спи-
ральных участков (c 49 до 42%). Похожая карти-
на наблюдается и при добавлении к САЧ ионов
Mn2+ (рис. 3, б ). Однако в этом случае, изменения
в структуре проявляются значительно отчётливее:
доля β-структур возрастает с 37 до 49%, при одно-
временном снижении степени α-спиральности белка
c 49 до 35%.
Более подробный анализ разложения полосы
Амид I показал, что присутствие ионов Mn2+ сопровождается увеличением доли парал-
лельных β-слоёв (1675 см−1), тогда как доля антипараллельных α-структур (1630 см−1)
практически не изменяется. Это может означать, что присутствие ионов Ca2+ и Mn2+
приводит к образованию белковых гомодимеров и/или агрегатов. Данное предположе-
ние косвенно подтверждается ростом рассеяния в растворах комплексов, причём ве-
личина рассеяния возрастает в ряду САЧ < САЧ/NaCl < САЧ/CaCl2 < САЧ/MnCl2
(данные не представлены).
Тепловая денатурация белков. Дополнительно нами было проведено исследова-
ние стабильности белков в присутствии ионов металлов методом тепловой денатурации.
За процессом денатурации следили по увеличению оптической плотности растворов
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Рис. 4. Нормированные кривые плавления САЧ
в растворах, содержащих NaCl, CaCl2
MnCl2:
изображены нормированные кривые плавле-
ния водного раствора САЧ в 30мкM NaCl (1 ),
а также его растворов в присутствии NaCl
(2 ), MnCl2 (3 ) и CaCl2 (4 ); кривые 3 и 4
получены для растворов с молярным соотно-
шением [Me2+] : [САЧ] = 10 : 1, а кривая 2
соответствует раствору NaCl с ионной силой
эквивалентной ионной силе растворов 3 и 4
в области поглощения пептидной связи при повышении температуры. Для того чтобы
разделить эффекты специфического связывания двухвалентных ионов и неспецифи-
ческого экранирования заряженных групп белка однозарядными ионами, мы прове-
ли тепловую денатурацию белка в растворе NaCl, имеющем ту же ионную силу, что
и образцы, содержащие ионы Ca2+ и Mn2+. На рис. 4 представлены нормализован-
ные кривые плавления для САЧ и его комплексов, а соответствующие температуры
плавления приведены в табл. 2. На основании полученных данных можно заключить:
присутствие в среде ионов Ca2+ и Mn2+ приводит к стабилизации структуры белка, что
проявляется в увеличении температуры его плавления на 4 и на 1℃ соответственно.
Таблица 2
Температуры плавления САЧ в присутствии NaCl, CaCl2 MnCl2
Содержание соли ([Me2+] : [САЧ] = 10 : 1) 30мкМ NaCl NaCl CaCl2 MnCl2
Температура плавления (±0,5°С) 83,8 86,7 90,8 87,7
Незначительный рост температуры плавления САЧ в присутствии марганца в совокуп-
ности со значительным уровнем рассеяния света в растворе позволяет предположить,
что ионы марганца индуцируют формирование межмолекулярных белковых комплек-
сов. В противоположность марганцу ионы кальция заметно повышают температуру
плавления САЧ в комплексе при значительно меньшем росте уровня рассеяния све-
та. Последнее обстоятельство позволяет нам предполагать, что связывание ионов Ca2+
стабилизирует структуру белка за счёт внутримолекулярных взаимодействий с моле-
кулой САЧ. Согласно данным инфракрасной спектроскопии связывание ионов сопро-
вождается несколько различным изменением вторичной структуры белков. На основе
результатов, полученных различными методами, мы полагаем, что связывание ионов
марганца приводит к формированию межмолекулярных белковых комплексов, кото-
рое сопровождается изменением вторичной структуры белка за счёт увеличения доли
межмолекулярных β-слоёв, не затрагивая существенно структуру глобулярной части
белка. Связывание ионов Са2+, напротив, приводит к повышению стабильности белко-
вой молекулы в результате изменения вторичной структуры глобулярного домена.
Заключение. Исследование взаимодействия ионов металлов с белками продолжает
оставаться актуальной задачей, что связано с предположительной ролью ионов в об-
разовании белковых агрегатов. В данной работе были исследованы комплексы сыворо-
точного альбумина человека (САЧ) с ионами двухвалентных металлов Ca2+ и Mn2+
в водных растворах. В работе было показано, что связывание ионов сопровождается
изменением вторичной структуры белков, однако, механизмы наблюдаемых изменений
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для ионов Ca2+ и Mn2+ различны. Изменение вторичной структуры белка при свя-
зывании марганца обусловлено формированием межмолекулярных β-слоёв, тогда как
кальций изменяет вторичную структуру глобулярного домена САЧ.
∗ ∗ ∗
Часть исследований проведена в Ресурсных центрах «Оптические и лазерные мето-
ды исследования вещества» и «Центр диагностики функциональных материалов для
медицины, фармакологии и наноэлектроники» Санкт-Петербургского государственно-
го университета.
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